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Enzymatische Glucosebestimmung in hämolysierten Blutproben
ohne Störung durch Fructose
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der Freien Universität Berlin
(Eingegangen am 16. Juli 1971)
Glucose kann im Hämolysat nach Ausschaltung störender Erythrocytenenzyme zuverlässig mit der Hexokinasemethode über die NADPH-
Fluoreszenz bestimmt werden. Inaktivierung der Erythrocyten-Phosphoglucose-Isomerase, und damit Eliminierung der bisher proble-
matischen Fructoseinterferenz, wird auf einfache Weise durch Hämolyse mit 0,lx Essigsäure erreicht. Die beschriebene Methode zeichnet
sich durch geringen Zeitaufwand und ökonomische Reagenziennutzung aus und eignet sich auch besonders für Routineuntersuchungen.
The en^ymic determination of glucose in baemolysed blood samples without interference by fructose
Glucose can be reliably determined in erythrocyte haemolysates by the hexokinase method and the measurement of the NADPH fluor-
escence after the elimination of interfering erythrocyte enzyme activities. The erythrocyte phosphoglucose isomerase, which hitherto
has caused the problematic interference by fructose, is inactivated by simply carrying out the haemolysis in O.lx acetic acid. The described
method is'characterised by its short time of operation and the economic use of reagents and it is especially suitable for routine investiga-
tions.
Die enzymatische Glucosebestimmung direkt im Hä-
molysat kann für die Praxis wesentliche Vorteile bieten.
Der Fortfall der Enteiweißung bei der Blutzucker-
bestimmung bedeutet Zeitersparnis und Eliminierung
einer Fehlerquelle aus dem Arbeitsgang.
Durch den störenden Einfluß von Erythrocytenen-
zymen ist allerdings die Hexokinasemethode bei An-
wendung auf Hämolysat ohne zusätzliche Maßnahmen
zu unspezifisch (1). Das bei der Reaktionsfolge
Glucose + ATP HexokU»«se.Mg-^ Glucose^-phosphat
+ ADP
Glucose-6-phosphat + NADP+ f1""*6: „ Gluco-o-Pnospnat-
Dehydrogenase
nat-6-phpsphat -f- NADPH + H+
gebildete Glüconat-6-phosphat wird durch Erythro-
c}rten-6-Phosphogluconat-Pehydrogenase unter BUdung
von NADPH weiter umgesetzt, was sich in einem
fortlaufenden Extinktionsanstieg nach Abschluß der
eigentlichen Bestimmungsreaktion äußert (2). Durch
Zusatz des Enzyminhibitors Maleinimid konnte diese
Störung beseitigt werden (l, 3). HAECKEL machte aber
auf die verbleibende, im klinischen Bereich nicht unge-
fährliche Miterfassung von Fructose aufmerksam (1).
Wir beschreiben im folgenden Versuche zur Ent-
wicklung einer Methode, die auch bei Anwesenheit von











4. l mg/ml Hexokinase; l mg/ml
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase
5. 20 mg/ml Maleinimid (EGA-Chemie). Bei 4° einige Wochen
haltbar.
6. , Essigsäure
7. Glucose-Stammlösung 4,00 g/l: 3,80 g Glucose (wasserfrei)
ad 1000,0 mit dest. Wasser lösen. Der um 5% gegenüber dem
Nennwert verminderte Gehalt kompensiert die durchschnittliche
Fluoreszenzminderung bei Blutproben (s. u.).
Stammlösung l: 21 mit8. Glucose-Standard-Gebrauchslösung:
O,!N Essigsaure verdünnen.
9. Reaktionsgemisch:
1,5 ml Lösung l
0,5 ml Lösung 2
0,5 ml Lösung 3
1,0 ml Lösung 5
werden gemischt, l Woche bei 4° stabil.
Messung der NADPH-Fluoreszenz
Für Fluoreszenzmessungen wurde das Turner-Fluorimeter Modell
110 mit Standardmeßtür benutzt. Blende 3x; Hg-Lampe mit
Primärfilter 7/60 (360 nm Narrow Pass); Sekundärfilter 4 (465 nra
Sharp Cut). Das Gerat wird mit Reagenzienleerwert in der Kü-
vette auf Null abgeglichen.
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Unter suchungs material
Wir verwenden zur Blutzuckerbestimmung Oxalat-Fluorid-
stabilisiertes Venenblut, das in entsprechend präparierten Spezial-
gefäßen angeliefert wird. Bei sofort nach Entnahme erfolgender
Hämolyse (s. u.) kann auch mit Kapillarblut gearbeitet werden.
Durchführung der Bestimmung
Hämolyse
50 \ Blut werden mit 1,00 ml O,!N Essigsäure hämolysiert. Unter
diesen Bedingungen bleibt die Glucosekonzentration 24 Stunden
bei Raumtemperatur unverändert.
Bestimmungsansätze
Auf den Boden des Inkubationsgefäßes (Einweg-Plastikröhrchen






















Mischen. Frühestens nach 3, spätestens nach 15 Min. Inkubation
bei Raumtemperatur 10 ml dest. Wasser (25°) zusetzen, Röhrchen
verschließen und durch Umkippen mischen. (Das zur Verdün-
nung zugesetzte Wasser wird bei konstanter Temperatur ge^
halten, um bei der Fluoreszenzmessung definierte Temperatur-
bedingungen in der Küvette zu gewährleisten. Ohne diese Maß-
nahme könnte die Temperaturabhängigkeit der Fluoreszenz
(vgl. (4)) zur Fehlerquelle werden.)
Leerwertansatz in die Küvette .gießen und Nullabgleich des
Fluorimeters durchführen.
Küvette durch Absaugen mit der Wasserstrahlpumpe entleeren.





X 4,00 = g Glucose/1.




Meßgröße für den Glucosegehalt der Probe ist bei der
Hexokinasemethode das gebildete NADPH. Für seine
Erfassung stehen 2wei Möglichkeiten zur Auswahl:
Extinktionsmessung oder Fluorimetrie.
Die Voraussetzungen für den „optischen Test" bei
366 nm sind bei Hämolysat ungünstig. Die Extinktion
des Probenleerwertes liegt bei einer Probenendyer-
dünnung von 1:200 und einer Schichtdicke von l cm
etwa bei 1,0. Unter den gleichen Bedingungen er-
hält man 2. B. bei einer Glucosekonzentration von
0,5 g/l im „optischen Test" nur eine Extinktions-
änderung von 0,046. Es werden daher für präzises
Arbeiten hohe Anforderungen an die Meßgenauigkeit
und Konstanz des Photometers gestellt.
Eine der Probenleerwertextinktion bei der Photometrie
entsprechende hohe Eigenfluoreszenz findet sich bei
x) Hersteller: Ernst Bechthold und Sohn D 6124 Beerfelden/
Odenwald.
der Fluorimetrie von Hämolysat nicht. Probenleerwert-
Ansätze (Hämolysat in Puffer) liefern nur sehr geringe,
meist unterhalb der Nachweisgrenze liegende Fluores-
zenzintensitäten (siehe Tab. 1). Bei der von BERNT
und LACHENICHT angegebenen Methode zur mechanl··
sierten Glucosebestimmung im Hämolysat (5) wurde
dies bereits vorausgesetzt und direkte Proportionalität
zwischen Fluoreszenz (abzüglich. fdes Reagenzienleer-
wertes) und Glucosegehalt angenommen. Wir haben
an mehreren Hundert Blutproben aus allen klinischen
Bereichen diese Frage überprüft und dabei nie eine
Eigenflüoreszenz feststellen können, die einer Glucose-
konzentration von mehr als 0,05 g/l entsprach. Im
Mittel lag die Leerwertfluoreszenz bei 0,15 Skalenteilen
und zeigte damit eine scheinbare Glucosekonzentration
von etwa 0,01 g/l an. Wegen dieser günstigen meß-
technischen Voraussetzungen ist die Fluorimetrie für
die Erfassung des NADPH im Hämolysat zu bevor-
zugen.
Zu berücksichtigen ist hierbei allerdings die hämo-
globinbedingte Minderung der NADPH-Fluoreszenz:
Gibt man zu einer NADPH-Lösung in Puffer Hämo-
lysat, so nimmt die Fluoreszenz merklich ab, und
zwar bei einer Hämolysatkonzentration, wie sie in
unserem Testansatz verwirklicht ist, um etwa 5%. Bei
der in Tabelle l niedergelegten Versuchsreihe betrug die
Tab. l
Einfluß von Hämolysat auf die gemessene NADPH-Flupreszenz
Zu 5 ml einer NADPH-Lösung in Triäthanolaminpuffer pH 7,5 wurden
in der Fluorimeterküvette 20 \ Hämolysat (Blutprobe 1:42 in 0,1 N
Essigsäure) gegeben. Die Fluoreszenz wurde unter Standardmeßbe-
dingungen vor (Spalte 2) und nach (Spalte 3) Hämolysatzusatz ge-
messen. Die Fluoreszenzabnahme unter Berücksichtigung der ge-
ringen bzw. unterhalb der Meßempfindlichkeit liegenden Proben-
leerwerte (Hämolysat in Puffer, Nullabgleich des Fluorimeters mit
























































































































durchschnittliche Fluoreszenzabnahme 5,08%, die Stan-
dardabweichung s = 0,48%. Wegen der nur geringen
Schwankungsbreite nehmen wir bei hämoglobinhaltigen
Proben eine generelle Korrektur vor (unter Verzicht
auf das individuelle Zubereiten interner Glucosestan-
dards bei jeder einzelnen Probe), indem wir die Glu-
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cosestandardlösung um 5% gegenüber dem Nennwert
verdünnen. Rechnerischer Ausgleich ist ebenfalls mög-
lich.
Um die Fluorcszenasminderung möglichst gering zu
halten, messen wir bei hoher Probenendverdünnung
(l: 10500). Die Methode ist daher nur mit einem aus-









Einfluß von Maleinimid auf die Meßwertkonstanz bei der fluori-
metrischen Glucosebestimmung im Hämolysat. O—O—O ohne
Maleinimid; — — mit Maleinimid. Aus einem lOfachen In-
kubationsansatz wurden zu den eingezeichneten Zeitpunkten lOOpl
entnommen und mit 10ml H,O nachverdünnt. Sofort anschließend
wurde die Fluoreszenz unter Standardmeßbedingungen bestimmt
Hemmung der Erythrocyten-6-Phosphoglu-
conat-Dehydrogenase mit Maleinimid
Durch Oxydation von Gluconat-6-phosphat an Erythro-
cyten-6-Phosphogluconat-Dehydrogenase (EC 1.1.1.44)
kommt die Fluoreszenzentwicklung nach vollständigem
Umsatz des Glucose-6-phosphats nicht zum Stillstand.
Abbildung l zeigt das Ausmaß dieser Störreaktion
unter den Bedingungen unseres Testansatzes. Zusatz
von Maleinimid oder N-Äthylmaleinimid (l, 3) führt
zur Inaktivierung der 6-Phosphogluconat-Dehydro-
genase, und man erhält so einen über etwa 30 Min.
konstanten Meßwert. Bei längerem Stehenlassen des
Ansatzes nimmt die Fluoreszenz wieder leicht ab
(siehe Abb. 1).
Um Fehler durch unvollständige Inaktivierung der
6-Phosphogluconat-Dehydrogenase zu vermeiden,
wurde die Hemmwirkung von Maleinimid auf das
Enzym unter variierten Bedingungen untersucht. Bei
diesen Versuchen wurde Hämolysat mit Maleinimid
vorinkubiert. Anschließend wurde ein Aliquot in einem
fluorimetrischen Aktivitätstest mit zugesetztem Glu-
conat-6-phosphat auf noch vorhandene 6-Phospho-
gluconat-Dehydrogenaseaktivität getestet.
Die pH-Abhängigkeit der Hemmstoflwirkung zeigt
TabeÜe 2. Vollständige Hemmung des Enzyms wurde
bei schwach alkalischem pH erreicht. Dagegen blieb
bei niedrigerem pH ein Teil der Enzymaktivität er-
halten. Dies entspricht den Beobachtungen bei anderen
Enzymen (6).
Tab. 2
pH-Abhängigkeit der Hemmwirkung von Maleinimid auf Erythro-
cyten-Phosphogluconat-Dehydrogenase. Hämolysat in 0,01 M Phos-
phatpuffer wurde an der Glaselektrode auf das angegebene pH einge-
stellt. Dann Zusatz von Maleinimid (Endkonzentration 2 mg/rnl) und
5 Min. Inkubation bei 25°. 50 \ des Ansatzes wurden entnommen und
mit 1,0ml Reaktionsgemisch für den 6-Phosphogluconat-Dehydro-
genase-Test (0,6 IHM Gluconat-6-phosphat; 2 m/vt NADP; 3,3 mM
MgSO4; 0.25M Triäthanolaminpuffcr pH 7,5) 5 Min. inkubiert. DannZusatz von 5 ml H,0 und Fluoreszenzmessung unter Standardmeß-
bedingungen. Leerwerte ohne Oluconat-6-phosphat. Die Enzymak-
tivität wird ausgedruckt als Fluoreszenzzunahme in Skalenteilen pro
5 Min. In der Spalte rechte ist die errechnete Restaktivität, bezogen






























Die nach l- bzw. 5-minütigem Einwirken von Maleinimid bei pH 7,5
verbliebene 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase-Aktivität ist in Ab-
hängigkeit von der Maleinimidkonzentration bei der Vorinkubation
aufgetragen, — — x l Minute; O—O—O 5 Minuten Vorin-
kubation. Durchführung des Hemmversuchs und fluorimetrischer
6-Phosphogluconat-Dehydrogenase-Test wie bei Tabelle 2 beschrieben
Weiterhin wurden die Parameter Hemmstoffkonzen-
tration und Dauer der Einwirkung variiert. Wie Ab-
bildung 2 zeigt, muß für eine komplette Inaktivierung
innerhalb einer Minute eine relativ hohe Maleinimid-
konzentration gewählt werden. Bei längerer Einwir-




Nach Beobachtungen von HAECKEL (1) werden Glu-
cosebestimmungen im Hämolysat durch Fructose ge-
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stört. Hefe-Hexokinase phosphoryliert auch Fructose,
und Fructose-6-phosphat kann durch Erythrocyten-
Phosphoglucose-Isomerase (EC 5.3.1.9) in Glucose-
6-phosphat umgelagert werden. Bei Hämolyse mit
H2O ohne weitere Zusätze fällt die Miterfassung von
Fructose in unserem Testsystem erheblich ins Gewicht
siehe (Abb. 3).
Tab. 3
Inaktivierung von Erythrocyten-Phosphoglucose-Isomerase in 0,lM
Acetatpuffer von unterschiedlichem pH. Hämolysat wurde 5 Min.
bei den angegebenen pH-Werten inkubiert (25°). Dann optischer
Phosphoglucose-Isomerase-Test (12)
t I M i n J
Abb. 3
Fluorimetrische Glucosebestimmung in fructosehaltigem Hämolysat.
Fructosekonzentration 5 g/l. Aus lOfachen Bestimmungsansätzen
(siehe unter „Methodik") wurden zu den angegebenen Zeitpunkten
100^1 entnommen, mit 10ml H,O verdünnt und fluorimetriert.
O—O—O mit dest. Wasser bereitetes Hämolysat; — — mit
0,1N Essigsäure bereitetes Hämolysat
Da Fructose in der Klinik häufig verabfolgt wird,
mußte eine Möglichkeit zur Ausschaltung der Ery-
throcyten-Phosphoglucose-Isomerase gesucht werden.
Zunächst prüften wir die Brauchbarkeit der in der
Literatur (7) beschriebenen kompetitiven Hemmstoffe
des Enzyms. Bei diesen orientierenden Hemmver-
suchen diente als Maß für die Phosphoglucose-Iso-
meraseamtivität im Hämolysat die Fluoreszenzzunahme
fructosehaltiger Testansätze zwischen der 5. und 15.
Minute (vgl. Abb. 3). Bezogen auf die Aktivität des











Mit 20 mM Gluconat-6-phosphat war keine Phospho-
glucose-Isomerase-Aktivität mehr meßbar. Unter diesen
Bedingungen war der Glucose-Umsatz nicht beein-
trächtigt und ein Einfluß auf die mit wäßr, Glucose-
lösungen erhaltenen Eichkurven nicht festzustellen.
Gluconat-6-phosphat kann dem Testansatz aber erst
dann zugesetzt werden, wenn die Erythrocyten-6-
Phosphogluconat-Dehydrogenase komplett inaktiviert
ist (s. o.). Für eine Routinemethode erschien uns daher












Eine bessere Möglichkeit zur Ausschaltung des stö-
renden Enzyms fanden wir bei der Untersuchung der
Säurelabilität der Erythrocyten-Phosphoglucose-Iso-
merase. Hält man Hämolysat kurze Zeit bei einem
pH-Wert von unter 4, so sind beim anschließend durch-
geführten optischen Phosphoglucose-Isomerase-Test
nur noch weniger als 2% der Enzymaktivität des un-
behandelten Ansatzes nachweisbar (s. Tab. 3). Be-
merkenswerterweise ergaben analog durchgeführte Ver-
suche mit Phosphoglucose-Isomerase aus Hefe (Boeh-
ringer Mannheim GmbH), daß dieses Enzym selbst
bei pH 3 über 5 Minuten voll aktiv bleibt. Nach der
gleichen Zeit in , HC1 waren noch 50% der Ak-
tivität beim Hefeenzym erhalten.
Für die Praxis ist also zur Ausschaltung der Fructose-
Interferenz Hämolyse der Blutprobe in O,!N Essig-
säure die Methode der Wahl. In hoher Konzentration
zugesetzte Fructose beeinflußt bei derart vorbehan-
delten Proben das Ergebnis der Glucosebestimmung
nur noch unbedeutend (s. Abb. 3 und Tab. 4).
Tab. 4
Glucosebestimmung in Essigsäqre-hämplysierten Blutproben mit und





















Der Zusammenhang zwischen Fluoreszenzintensität
und Glucosekonzentration ist im Meßbereich von
0—4 g/l linear (s. Abb. 4). Nach Abzug des Reagenzien-
leerweites besteht daher direkte Proportionalität
zwischen Fluoreszenz und Glucosekonzentration.
Präzision
20 Bestimmungen der Glucosekonzentration eines
Kontrollserums ergaben: = 1,92 g/l; s == 0,03 g/l;
VK = l,6o/0.
Richtigkeit
Von 20 verschiedenen Blutproben wurde die Glucose-
konzentration einerseits konventionell mit der Hexo-
kinasemethode (8) photometrisch aus enteiweißtem











fähigkeit des Labors durch
effektiveren Einsatz seiner
Fachkräfte und wirtschaftlich optimale
Ausnutzung der Analysen- und Meßgeräte.
Termingerechte Erledigung aller
Anforderungen mit vielseitiger automatischer
Kontrolle und sicherer Identifikation der Meßdaten.
Arbeitsplatz- und patientenorientierte Zusammenstellung
der automatisch verarbeiteten Daten und Ausgabe
der Gesamtinformation in übersichtlichen Ergebnislisten.
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Abb. 4
Abhängigkeit der Fluoreszenz von der Glucosekonzentration
Überstand, andererseits fluorimetrisch im Hämolysat
bestimmt. Die sehr enge Korrelation zwischen den
erhaltenen Ergebnissen zeigt Abbildung 5 (r = 0,999).
Der tg für die errechnete Regressionsgerade liegt
etwas unter dem theoretischen Wert von 1. Dazu ist
zu bemerken, daß unsere photometrischen Bestim-
mungen auf Extinktionsmessungen im Eppendorf-
Spektrallinienphotometer bei 366 nm beruhen. Es ist
anzunehmen, daß die mit £NADPH = 3,30 · 106cm2/Mol
errechneten Glucosewerte zu hoch liegen. Wir erhiel-






"l 1.5GD =rsi "ÜTc o
1.0
0.5
0 0.5 1,0 " 15 " 2.0" 2.5 3.0 35
GlycosekpnzentrQtipn im enteiweiOten Überstand,
photometrisch Ig/l]
Abb. 5
Vergleich der Glucosewerte, die mit der klassischen Hexokinase-
methode mit Enteiweißung (Abszisse) und der fluorimetrischen
Methode im Hämolysat (Ordinate) bestimmt wurden
. r = 0,999; a - 0,0019; b = 0,970
Test" bei 366 nm Analysenergebnisse, die mehr als 100%
der Theorie entsprachen. Photometriert man denselben
Bestimmungsansatz bei 334 und 366 nm und multi-
pliziert mit den entsprechenden Berechnungsfaktoren,
so ergeben sich bei 366 um 2,5—3,0% höhere Glucose-
werte als bei 334 nm. Ähnliche Beobachtungen wurden
vor kurzem von anderer Seite mitgeteilt (9). Hierdurch
dürfte die geringe systematische Abweichung der
Ergebnisse beim Vergleich beider Methoden hin-
reichend erklärt sein.
Wiederfindung
Bei 5 verschiedenen Blutproben, denen 1,00 g/l Glucose
zugesetzt wurde, ergab sich eine durchschnittliche
Wiederfindung von 101%.
Diskussion
Das von BERNT und LACHENICHT vorgeschlagene sehr
elegante Verfahren zur kontinuierlichen fluorime-
trischen Glucosebestimmung im Hämolysat (5) gab uns
die Anregung, die Besonderheiten der Hexokinase-
methode bei Anwendung auf dieses Material ein-
gehender zu studieren.
Nachdem es als Resultat dieser Untersuchungen ge-
lungen ist, durch Inaktivierung der störenden Ery-
throcytenenzyme die Spezifität der Hexokinasemethode
auch bei Glucosebestimmungen in hämolysierten Blut-
proben zu erhalten, scheint uns der breiteren An-
wendung der ausgearbeiteten Methode nichts im Wege
zu stehen. Wir selbst verwerten die gewonnenen Er-
fahrungen für eine bei uns im Routinelaboratorium
eingeführte Glucosebestimmung im Vollblut mit dem
Auto Analyzer (10).
Die in dieser Arbeit beschriebene manuelle Methode
zur Glucosebestimmung im Hämolysat lehnt sich
hinsichtlich der Bedingungen des Inkubationsansatzes
an die von SCHERSTEN und TIBBLING (11) für Harn-
glucosebestimmungen empfohlene Vorschrift an. Der
Vorteil des geringen Inkubationsvolumens liegt in
der sehr ökonomischen Nutzung der Hexokinase-
und Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase-Aktivität. Aus
Gründen der unterschiedlichen Enzymsättigung ist die
Umsetzung der gleichen Glucosemenge im „konzen-
trierten Inkubationsansatz" (Volumen = 125 ) viel
rascher abgeschlossen, als wenn primär schon das für
die Fluorimetrie günstige Endvolumen von etwa
10ml gewählt würde. Bei geringem Enzymverbrauch
ist daher unsere fluorimetrische Glucosebestimmung
nicht nur wegen des Fortfalls der Enteiweißung,
sondern auch wegen der kürzeren Inkubationsdauer
schneller durchführbar als die klassische photometrische
Hexokinasemethode.
Ftau MONIKA KLEINE-TEBBE hat durch ausgezeichnete technische
Assistenz bei der Durchführung der Versuche wertvolle Hilfe
geleistet.
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